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論 文 内 容 要 旨
日本脳 炎 ウィル スは,人 ・家畜をは じめ各種の動物 にわたる広い宿 主域 を持
っが,と くに豚は これに感染 しやす く,死 流産や造精機能障害をおこ し,養 豚
界 に多大の被害 を与 える とともに,本 ウィルスの増幅動物 として公衆衛生上 も
重要視 されてい る。
この予防には,本 ウイル スの不活化予防液が用い られてきたが,多 頭化養豚
C
での普 及は必 しも充分ではな く,こ れ に適 した弱毒 生 ウィル ス予防液の実用化
が 望まれ るよ うになった。そ して本 ウィルスを培 養細胞 で継代す ることに よ り
数株 の弱毒株が作 出された。 しか し,1970年 よ り動物用 日本脳炎弱毒生 ウ
ィル ス予防液の製造用株 は,豚 に対す る安全性 と有効性 の確認 に加 え,野 外株
とは異る安定 なマーカーを有す ることが必要条件 とな った。
S一株は野外か ら分離 した強毒の相良株 を牛腎培 養細胞 で低温継代 して得たS'
株 か ら,Vero細胞又はESK細 胞上 の増殖 の温度 による差 とブラ ックの大き
さをマー カーと して クロー ン化 された ものであるが・著者は本株の これ とは別
の マーカーを検 討 し,ま た豚での安全性,予 防効果,多 頭 飼育における応用の
省力化等につ き検討 し,以 下の よ うな知見 を得た 。
1.豚 精巣培養細胞 におけ る野外分離株 の増殖
日本脳炎 ウィルスの野外株が 牛腎培 養細胞 をは じめ,各 種の初代及び継 代培
養細胞に比較 的よ く増殖す ることは知 られていたが・ それが豚の精巣内か ら検
出され るにもかかわ らず,精 巣細胞での増殖の有無 は未知であ った。
そ こで,野 外分離株である相良株 を豚精巣初代培養細胞(以 下ST細 胞 と略
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す)に 接 種 し,37℃ で 培 養 して その 増 殖態 度 を調べ た と ころ,ウ ィ ル スは 接
種 後12時 間か ら細 胞 外 及 び 細 胞 内か ら検 出 され,接 種 後24時 間で 最 高値 に
達 し.細 胞 外 で は108・oTCID5・/砿 細 胞 内で は107・7TCID,。/雇 を
示 した 。 また,こ れ を30℃ で 培 養 す る と,ウ ィル スは接 種 後24時 間 よ り検
出 され は じめ,最 高 値 に達 す る時 間 も細 胞 内 で は接 種 後2臥 細胞 外 で は3日
と37℃ 培 養 の 場 合 よ り24時 間 以 上 お くれ,ウ イ ル ス価 もそれ ぞ れ106ρ,
106・5TCID5。/雇 と1/10以 下 で あ った(図1,表1)。
しか し,こ の際 観 察 され る細 胞 変 性 作 用(以 下CPEと 略 す)は,い ず れ の
温 度 で も差 は認 め られ ず,接 種24時 間後 よ り顯粒 状 細 胞 の 出現,浮 遊 細 胞 の
増 加が 認 め られ,4日 後 か らは細 胞 シ ー トの 欠 落 部が 認 め られ た(図2,表1)。
これ らの 成績 は,相 良株 は牛 腎 培 養 細 胞 で はCPEを 認 めず,最 高 ウイ ル ス
価 も37℃ 培養 で1(ア・o～6漁TCID,。/認,30℃104ρ～6』TCID,。/雇 で
あ る とい う報 告や,他 の野 外 分 離 株 対 各 種 培 養 細 胞 に お け る最 高 ウイル ス価 が
105～8TCID5。//泌,低温 で は107TCID,。/認 程 度 で あ る とい う従 来 の
知 見 に くらべ る と,ST細 胞 での 本 ウイ ル スの 増 殖 は,他 の 細 胞 にお け るそれ
に優 る とも劣 らぬ もの で,ST細 胞 は 野外 株 の 増 殖 に適 して い る こ とが 知 られ
た 。 ま た,こ れ は 自然 感 染 にお け る本 ウイ ル スの精 巣 内増 殖 の 著 しい こ とを示
唆 し,こ れ が造 精 機 能 障 害 の 一 因 と な る もの と思 わ れ る 。
2.ST細 胞 に お け るS一株 の増 殖
一方 ,弱 毒株 を接種 した豚では野 外株 による造精機能障害の発生が抑制 され
ることが知 られ ていた 。これは,弱 毒株の免疫効 果を示唆す るものである・な
お,弱 毒株が精巣内か ら検 出 され る事例はな く,S一株 のST細 胞 における増殖
も野外株 とくらべ劣 るもの と推測 され た。
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そ こで,こ れ を 調 べ た とこ ろ.37℃ 培 養 で は,ウ イ ル スは接 種2日 後 か ら
検 出 され は じめ,細 胞 内で は 同 日,細 胞 外 で は 翌 日に 最 高値 に達 した が,そ の
経 過 は 相 良株 よ り1～2日 遅 く,ま た そ の 最 高 ウイ ル ス価 もそ れ ぞ れ103・7,
104」TCID,。/雇 と相 良株1/104と 著 し ぐ低 く(図1.表1),こ の 際
認 め られ たCPEも 相 良株 よ り進 行 が 遅 く,そ の 程 度 も軽 い もの で あ った(図
2,表1)。 これ はS一株 は精 巣 内 で も野 外 株 よ り増 殖 し難 い こ とを示 唆 して い
る。
しか し,S一株 を30℃ で 培 養す る と,接 種24時 間後 か らCPEと 細 胞 内,
外 の ウイ ル スが 検 出 され,3日 後 に は それ ぞ れ105・5,106のTCID,。/雇
の最 高値 に達 し,37℃ 培 養 よ りウイ ル スの増 殖が 速 く.得 られ る ウイル ス価
もあ き らか に 高い こ と を知 った(図1,図2,表1)。 この ウイルス価やCPE
の 出現 状 況 は.相 良 株 の そ れ と近 似 した もの で あ る 。S一株は野外株 と異 り,37
℃ で は増 殖 し難 く,低 温 で 増 殖 し易 い とい える が,こ れ は 本 株 が 低温 馴 化 に よ
り得 られ た 株 で あ るた め と思わ れ る 。
また,ST細 胞 上 で み られ るS一株の相 良株 と異 る他 の 特 微 は,細 胞外 ウイ ル
スが 最 高 値 に達 した 後 速や か に低 下 す る こ とで,相 良株 は37℃,30℃ とも
に接 種 後7日 目で も10・ めTCID,。/η6程 度 の ウィ ル ス価 を維 持 して い た が,
S一株は37℃ で は6日 目以降 検 出 され ず,30℃ で は7日 目に102TCID5。
/認 以下 とな った 。
以 上 の よ うな$一株 のST細 胞 上 での ウイ ル スの 消長 やCPEの 出現 状 況 の特
徴 は本 株 の新 た な マー カー とな り得 る もの と考 え られ る 。
3.S一株の 温 度 感受 性
上述の よ うに.ST細 胞で培養 したS『株の細胞外ウイルスは,相 良株のそれに
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くらべ早期 に減少 し,と くにそれは37℃ で著 しい 。
この原因 を知 るため,両 株 を維持培地 に入れ・30℃ と37℃ に保持 して経
時的に ウイルス価を測定 したが,両 株 とも高温で は低温 よ り速やか にウィルスは
不活化 し,そ の速度 も株間での差は認め られ ず,そ れは細胞外 ウィル スの温度
感受性 の差 によるものでは ない ことを知 った。
4.野 外株 とS一株の豚 におけ る臨床反応免疫原性
日本脳炎 ウイルス野外株の豚 における病原性 はよ く知 られてお り,幼豚 では
発熱 とウイルス血症 に加 え神経 症状が認 め られ るが,1ケ 月令 を過 ぎ ると神経
症状 はない といわれてい る。著者 も6ケ 月令 の豚3頭 に相良株 を皮下接種 し同
様の成績 を得た 。また,発 熱,ウ イル ス血症 の消失 に引き続 き,中 和抗体 つい
でHI抗 体が 出現 し,接 種後7～10日 目に そ れ ぞ れ平 均10×2・ 』±1ρ倍,
10×26ρ±o倍の最 高値 を示 し,接 種後3週 目に も,そ れぞれ10.×2虻1ρ倍,
10×25ρ±o倍と高い抗体価を維持 してい た(図3)。 この抗体価 は,他 の野
外株で従来知 られてい るそれ と近似 した もの である。
つぎに,54頭 の1ケ 月令の豚にS一株を皮下接種 した ところ,発 熱,ウ イル
ス血症 は全 く認 め られず,接 種3週 後に抗体 の産生状況を調べた ところ,中 和
抗体 はほ ゴ全例 に検 出 されたが,HI抗 体 は34頭(63%)に 検出 されたに
過ぎず,そ の力価 も平均20×212±M倍と低い もので あ った(表2)。
また,同 様 に3ケ 月令の豚9頭 で行 った実験 で も3頭 が 平均20×2q7±ユ』倍
のHI価 を示 した 程 度 で,野 外 株 に く らべ 免 疫 原 性 が 明 らか に低 い こ と
が 知 られ た 。1カ 月令 以 下 の 豚 に お け る野 外 株 接 種 時 のHI価 は20×
23～20×25倍で ある とい う従来の知見 を考慮す る と.こ れ は供試豚の月令
の差に よるものではな く,S一は 豚体 内 で の 増 殖 が 劣 り,抗 原 と しての 刺 載
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が不足す るこ とに よるため と考 えられ る。
また,S一株が ウィル ス血症 を呈 さなか った ことは,こ の種の ウィル スが一般
に ウィル スが血症 を経 て標的組織 に定着.障 害 を起す ことか ら考 えると,本 株
の接 種に よ り死流 産や造精機能障害 を起す こ とは ない もの と思われ る、,
これ らの ことは,S一株の豚 での安全性 を示 してい るが,ま た1回 接種時の産
生抗体価域 が野外株 と著 し く異 る ことは,本 株のinvivOにおけ るマーカー と
な るものである。
なお,S一株接種時のHI抗 体の陽性率は3ケ 月令 よ り1ケ 月令の豚 で高い傾
向があ ったが,こ れは幼令豚では本 ウィル スに対す る感受性が高 く,抗 原刺載
が比較的多か った ことに よるもの と思われ る。
5.S一株 によ る補強 免疫
上述の よ うにS一株の1回 接 種で生 産 され る抗体価 は低 く,こ れ による感染防
御能の賦与が疑われたので,つ ぎに これ を2回 接種 して補強免疫の効果がある
か否かを検討 した 。す なわち,1回 接種で は殆 ど抗体の認め られなか った3ヶ
月令の豚各2頭 に,2,4,6週 間隔で第2回 接種を行 った結果,4週 間隔で
はわずかに,6週 間隔では著 明な抗体の上昇が認め られ,HI抗 体 価160倍,
ド中和抗体価140倍 以上 に達 した(表3)
。この第2回 接種時に供試豚は約5
ケ月令に達 しているが,S闘株1回 接種の6ケ 月令の豚の中和抗体価の最高値 は
10倍,9カ 月令のHI抗 体価のそれ は80倍 とい う他の研究者の成績 を考 え
る と,上 述の抗体上昇は 日令の差による ものではな く,補 強免疫の効果 による
もの と考 えられ る。
また,こ れ らの豚に第1回 接種後14週 に強毒株 を接種 した ところ,対 照豚
や2週 及び4週 間隔群では全例 に ウイル ス血症が認め られ たが,6週 間隔群で
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は これは全 く認 め られず,感 染防御の成立す る ことが知 られた く表3)。 従来,
この補強接種 間隔 は4週 間隔が よい とされ ていたが,上 述の知見は これ と異 り,
少 くともこの月令 の豚 では二次免疫応 答の準備 に6週 間を要す るもの と思わ れ
た。
6.S一株接種豚 におけ る不活 化予防液 の補強効果
つぎに,S一株を3ケ 月令の豚3頭 に接種後,5.6,7週 目にそれぞれ1頭
ず つ不活化予防液 を撞種 した ところ,い ずれ も速やか な坑体 の上昇が認 め られ,
その力価 もHI抗 体価80～160倍,中 和抗体価100倍 以上 とな った。不
活化予防液3回 接 種豚 のHI抗 体価 が平均20倍 程度であ ることか ら,上 記の
抗体上昇は不活化予防液単独の ものではな く,S『株の一次刺戟 に対す る補強効
果 と考 えられ る。また,こ の抗体価は6週 間隔 でS一株を2回 接種後 に得 られた
それ と同様で,本 株は1回 接種では抗体産生 の抗原 刺戟 として乏 しいが,不 活
化及び生 ウイル スの二次刺戟 によ く応答 し得る能 力は充分賦与 され ることが 明
らか とな った。
また,こ れ は,弱 毒生 ウイルス予防液の野外応用 におけ る有効 な接種 プログラ
ムの一端 を示 唆す る ものである。
7.弱 毒生 ウイルス予防 液接種 におけ る無針注射器 の応用
予防接種に用い る注射針は1頭1針 が原 則とされ てい るが,多 頭飼育では こ
の実施は困難で,よ り省力的 な接種法 を とり込む必要が ある。そ こで著者は人
の予防接種 に無針 注射器が しば しば用い られ てい るこ とか ら,こ れが豚の 日本
脳炎予防 に応用で きる否 かをS'株を用いて検討 した。S'株はS一株の親株で幼令
豚における病原生はそれ と大差 ない もので ある。これ を6ケ 月令の豚2頭 ずつに
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無針接種,皮 下接種及 び皮内接種 して抗体 の産生 を くらべた ところ,皮 内接種
での抗体 産生は劣 るが他 の接種法では同様 に比較的高いHI及 び 中和抗体が検
出 され た(図4)。 これ は無針接種で も皮下接種 同様に ウイル スが皮下に侵入
す ることを示す もので,S一株を用いた予防接種に もこれが応用 し得 ることを示
唆 してい る。
以上の ことは,現 在広 く豚の 日本脳 炎予防 に用い られているS'株の マーカー
として,豚 精巣培養細胞での増殖態度が利用 し得 ること,ま た野外応用におけ
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審 査 結 果 の 要 旨
豚の日本脳炎の予防 に用いる弱毒生 ウィルス予防液の製造用株は豚に対する安全性 と有効性の
確認に加えて野外株とは異る安定なマーカーを有することが必要条件である。本論文は低温馴化





相良株は30℃では増殖 し難いが,S}株は低温で却って増殖 し易いこと,何 れの温度でもS一株は細
胞外ウイルス価が速やかに低下することを知 った。豚精巣細胞でのS一株のこのような特徴はin
▽itroにおける新たなマーカーとな るものであ る。
つぎに両株を豚に接種 し,S一株の安全性を確認すると共にその産生抗体価域は相良株 に比 して
明 らかに低 く,これ もinvivoにおけるマーカーとなり得 ることを示 した。
またS富株の予防液としての有効性を検討 し,6週間隔での2回接種や不活化予防液の再接種で
感染防禦に有効な免疫が得 られること,弱毒生 ウイルスの接種に無針注射が応用 し得 ること等を
明らかとした。
以上のことは,現在広 く豚の日本脳炎予防に用いられているS一株のマーカーとして豚精巣培養細
胞での増殖態度が利用 し得ること,また野外応用における有効な接種プログラムや省力化に新た
な知見を与えたもので家畜衛生 に寄与すること大きく,審査員一同著者は農学博士の学位をうる
に値するものと認めた。
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